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RESUMEN (Mix. 150 palabras) 



PRDPFDIMIENTO DE PRODUCClON DE ASTAXANTINA MEDIANTE LA 
?KSSK£ST DE CEPAS SELECCIONADAS DE XANTHOPmLLOmCES 
DENDRORHOUS . La presente invenci6n describe P">*«££«££ 
oara (i) la obtenci6n de cepas de X. dendrorhous 
superproductoras de astaxantina y (ii) la utilization de las 
cepas anteriormente citadas en condiciones ^^radas de 
fermentaci6n. Los metodos de selecci6n de cepas utxlizados se 
basan en- (i) resistencia a inhibidores de la sintesxs de 
es?eroides, a inhibidores de la respiraci6n y a compuest^s que 
Sen la formaci6n de radicales libres, (ii) intensxdad de 
color de la colonia y producci6n de carotenoides en medic, 
s61ido, (iii) P roducci6n de astaxantina en oscu £ dad ' <^ 
producci6n de astaxantina en condiciones de 
temperatura y (v) producci6n de astaxantina <^ f ™£~* 
carbono alternativas a glucosa. Estos metodos permiten 
seleccionar eficazmente mutantes de X dendrorhous con 
producciones de astaxantina superiores a la cepa Parental y 
Eaja acumulaci6n de otros carotenoides. El cultivo en medio 
liquido de X. dendrorhous permite obtener una biomasa que 
puede utilizarse directamente en alimentaci6n humana y animal. 
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(57) RESUMEN 



PROCEDIMIENTO DE PRODUCCI6N DE ASTAXANTINA MEDIANTE la.' 
FERMENTACION DE CEPAS SELECCIONADAS DE XANTHO PHYLL OMYCE "? * * 
DENDRORHOUS. La presente invencion describe procedimientos 
para U) la obtencion de cepas de X. dendrorhous" 
superproductoras de astaxantina y (ii) i a utilizacion de las 
cepas anteriormente citadas en condiciones mejoradas de** 
fermentaci6n. Los metodos de seleccion de cepas utilizados se" 
basan en: (i) resistencia a inhibidores de la sintesis de 
esteroides, a inhibidores de la respiracion y a compuestos que 
mducen la formacion de radicales libres, (ii) intensidad.de 
color de la colonia y produccion de carotenoides en medio 
solxdo, (iii) produccion de astaxantina en oscuridad, (iv) 
produccion de astaxantina en condiciones de elevada 
temperatura y (v) produccion de astaxantina con fuentes de 
carbono alternativas a glucosa. Estos metodos permiten 
seleccionar eficazmente mutantes de X. dendrorhous con 



producciones de astaxantina superiores a 1 
'baja acumulacidn de otros carotenoides. El 
liquido. de X. dendrorhous permite obtener 
puede utilizarse directamente en alimentacion 



a cepa parental y 
cultivo en medio 
una biomasa 
humana y animal 



que 



Procedimiento de production de astaxantina mediante la 
fermentacion de cepas seleccionadas de Xanthophyllomyces 
dendrorhous - 

Campo de la invencion 

La present e invenci6n describe procedimientos para (i) 
la selecci6n de cepas de Xanthophyllomyces dendrorhous 
superproductoras de astaxantina y (ii) la utilizacion de 
las cepas anteriormente citadas en condiciones mejoradas de 
fermentacion . 



Estado de la tecnica 

Los carotenoides son pigmentos de naturaleza 
isoprenoide sintetizados por ciertas bacterias, hongos y 
organismos f otosinteticos . Debido a sus efectos benefi- 
ciosos para la salud y a sus atractivos colores, los 
carotenoides poseen una gran importancia comercial como 
colorantes y aditivos alimentarios . Los carotenoides son ■ 
compuestos polienicos de 40 o 50 atomos de carbono formados 
por 8-10 unidades de isopreno (C5) . Poseen un maximo de 
absorci6n entre 400 y 500 nm, lo cual les proporciona su 
coloraci6n caracteristica entre amarillo y rojo. Los 
carotenoides con la cadena hidrocarbonada no sustituida 
(licopeno, p-caroteno) se denominan carotenes. Los deriva- 
dos oxigenados se denominan xantofilas. Entre estas ultimas 
se incluyen alcoholes (luteina y zeaxantina) , epdxidos 
(violaxantina) , esteres (esferoideno) , cetonas (equinenona, 
cantaxantina, astaxantina) y acidos (torularodina) . La 
presencia del grupo crom6foro en la estructura de los 
carotenoides tiene una importante funcion biol6gica como 
agente f otoprotector y antioxidante . Los carotenoides 
protegen los tejidos vulnerables contra los efectos de los 
singletes de oxigeno y los radicales libres. De este modo^ 
el intermediario biosintetico de astaxantina 3-hidroxi- 
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3>, 4' -didehidro-p,M/-caroten-4-one (HDCO) desempena una 
import ante funci6n como secuestrador de radicales libres, 
ademas de proporcionar una pigmentacion rojiza muy 
agradable. Entre las numerosas funciones biologicas que 
desempenan los carotenoides destacan como anticancerigenos, 
potenciadores del sistema inmunitario, preventives de 
enfermedades degenerativas del sistema nervioso central 
(Alzheimer, enfermedades relacionadas con la vision, etc.), ^ 
antiinflamatorios, antiestres, f otoprotectores, etc. La 
astaxantina es un cetocarotenoide (xantofila) ampliamente 
distribuido en la naturaleza cuya molecula posee once 
dobles enlaces conjugados. Es producida P or bacterras ^ ^ 
(AgroJbacterium aurantiacum, Rhodococcus maris, etc.;, \'J 
hongos (X. dendrorhous) , algas (Haematococcus pluvialis) y ^ ^ 
plantas superiores. En general todas las partes verdes de r-..: 
los vegetales poseen astaxantina enmascarada por clorofxla, 
lo cual, junto con otros carotenoides, les confiere la 
tipica coloraci6n otoftal. Asimismo se encuentra en las r_ 
flores de Adonis aestivalis), aves (flamenco e ibis _ 
escarlata), peces (salmonidos) e invertebrados marines w 
(camar6n, cangrejo, langosta, etc.) y cumple importantes 
funciones para la proteccion y supervivencia de estos seres 



30 



vivos 



» » 



La producci6n de carotenoides por biosintesis 
microbiana es un ejemplo clasico de competencia entre los 
procesos quimicos y los biologicos. Los procesos 
biotecnol6gicos muestran, entre otras, la ventaja de 
permitir obtener de forma simple los carotenoides de 
estructura mas compleja, asi como los isomeros 
conformacionales que solo existen de forma natural. Los 
procesos biotecnol6gicos industriales para la produccion de 
astaxantina, competitivos con la sintesis quimica, estan 
basados en la utilizaci6n del alga H. pluvialis y de la 
levadura X. dendrorhous. La produccion industrial de 
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astaxantina con H. pluvialis supone la necesidad de amplias 
superficies marinas para su cultivo, la existencia de 
contaminaciones y la dificultad de control de ciertos 
factores ambientales. Por ello, cuando en 1976 se describio 
5 por primera vez X. dendrorhous (Phaff H.F. et al. 1972. 
Proc. IV IFS: Ferment. Technol. Today 759-774) y se 
demostr6 su capacidad para producir astaxantina y otros 
carotenoides (Johnson et al. 1978. Appl. Environ. 
Microbiol. 35: 1155-1159), asi como su eficacia en la 
.10 pigmentacion de salmonidos, huevos de aves, etc., la 
levadura adquirio rapidamente un creciente interes 
industrial . 

La biomasa de X. dendrorhous rica en astaxantina puede 
utilizarse como suplemento alimenticio para colorear la 
15 carne de salm6nidos. Los salmones adquieren su coloracion 
tipica en su medio natural debido a que en su alimentacion 
incluyen microorganismos y crustaceos que contienen 
astaxantina. Los peces cultivados en cautividad presentaban 
originalmente una coloracion blanquecina de la carne y la 
20 piel, debido a la ausencia de astaxantina en su 
alimentaci6n. La astaxantina, ademas de conferir color y 
sabor, desempefia un papel importante en la funcion 
reproductora y en el desarrollo general del pez. 
Actualmente la mayor parte de la astaxantina se obtiene por 
25 sintesis quimica, ya que su extracci6n a partir de 
caparazones de crustaceos no resulta econdmicamente 
rentable. No obstante, debido a la creciente sensibilidad 
del consumidor a los aditivos quimicos y a los productos 
sinteticos, se esta potenciando la utilizaci6n de X. 
30 dendrorhous y H. pluvialis como fuentes naturales de 
astaxantina . 

La ruta biosintetica de astaxantina (ver esquema 1) ha 
sido descrita en una serie de organismos como X. 
dendrorhous, Erwinxa uredovora y Agrobacterium aurantiacum 



* • • 

i* <• m 
<• • • * 
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(Ducrey Sanpietro L.M. 1998, Yeast 14: 1007-1016; Misawa N . 
et al. 1995. J. Bacterid. 177: 6575-6584; Fraser P.D. et 
al. 1997. J. Biol. Chem. 272: 6128-6135). Para dicha 
biosintesis son necesarias al menos cinco actividades 
5 enzimaticas: (i) fitoeno sintasa, la cual une dos moleculas 
de geranilgeranil pirofosfato generando fitoeno, (ii) 
■fitoeno deshidrogenasa, la cual introduce cuatro dobles 
enlaces en la molecula de fitoeno para sintetizar licopeno, 
(iii) licopeno ciclasa, la cual, utilizando licopeno como *:* 

10 sustrato, se encarga de formar los anillos situados en 
ambos extremos de la molecula de p-caroteno, (iv) p- 
caroteno cetolasa, la cual cataliza la introduccion de un 
grupo ceto en cada uno de los anillos situados en ambos :** -# : 
extremos de la molecula de p-caroteno y (v) p-caroteno 

15 hidroxilasa, la cual realiza la hidroxilacion de cada uno 

de los anillos situados en ambos extremos de la molecula de v„. 5 

« • *■* 

P-caroteno. Estas dos ultimas actividades enzimaticas 
participan en la biosintesis de una serie de precursores i 
(equinenona, cantaxantina, f oenicoxantina, p-criptoxantina, 

20 zeaxantina, adonixantina) de astaxantina (esquema 1) . Las ^r; 
actividades enzimaticas p-caroteno cetolasa y p-caroteno 
hidroxilasa (asi como los genes que las codifican) han sido 
caracterizadas en una serie de organismos como E. ***** 
uredovora r A. aurantiacum, Arabidopsis thaliana, etc. y en 

25. todos los casos se ha descrito la existencia de dos 
proteinas independientes . Sin embargo, en X. dendrorhous ha 
sido descrita la existencia de una sola enzima denominada 
astaxantina sintetasa, la cual cataliza la conversion de p- 
caroteno en astaxantina (Tatsuo H. et al. 2000. EP1035206) . 
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Esquema 1. Ruta biosintetica simplif icada de astaxantina en 
X. dendrorhous . 
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El creciente interes comercial de X. dendrorhous para 

la produccion de astaxantina ha fomentado la aplicacion de 

tecnicas de tipaje molecular en este microorganismo (Adrio 

J.L. et al. 1995. Curr. Genet. 27:447-450). De esta forma, 

5 es posible establecer diferencias entre las cepas selec- 

cionadas en los programas de mejora. Asimismo, estas 

tecnicas pueden ser utilizadas para controlar la calidad de 

la biomasa obtenida, ya que posibilitan determinar la 

estabilidad genetica de la cepa durante la fermentacion y T 

10 la presencia de contaminacion con otros microorganismos . 

La utilizacion de sondas de ADN esta indicada para el 

an&lisis de microorganismos para los que existen sondas 

adecuadas y no son dif erenciables con facilidad mediante 

metodos bioquimicos. La amplif icacidn de ADN es el metodo 

15 utilizado para la deteccion directa debido a su K 

. .» * 

sensibilidad y rapidez. En la mayor parte de los casos, la i****: 
deteccion del fragmento de ADN amplificado se realiza 
simplemente mediante tincion del gel de agarosa con bromuro [ y *. 
de etidio. Entre las tecnicas de tipaje molecular basadas 

20 en la electrof oresis de ADN se encuentran las siguientes: 

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) , ribotipado fTj 
(hibridacion con sondas de rRNA) , PFGE (Pulsed Field Gel *T-j 
Electrophoresis) , OFAGE (Ortogonal Field Gel ™ r 

Electrophoresis) , FIGE (Field Inversion Gel 

25 Electrophoresis), CHEF (Clamped Homogeneous Electrical 
Field), etc. Por otra parte existen una serie de 
procedimientos de tipaje molecular basados en la 
amplif icacion de ADN: PCR (Polymerase Chain Reaction), PCR- 
RFLP, 

30 REP (Repetitive Extragenic Palindromic) , ERIC 

(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus), RAPD 
(Randomly Amplified Polymorphic DNA) , etc. La tdcnica 
electroforetica RFLP ha sido muy utilizada para la 
deteccion de variaciones en el ADN de diferentes 
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organismos. Sin embargo, el descubrimiento de la tecnica de 
PCR ha supuesto que metodos como el RAPD supongan 
alternativas rapidas y eficaces a los metodos electrofo- 
reticos. Adicionalmente, el RAPD posee la ventaja de no 
5 precisar la utilizacion de isotopos radiactivos y requerir 
menores cantidades de ADN para el analisis. Esta tecnica se 
basa en la utilizacion como cebador de un oligonucleotide 
de pequena longitud. Dicho oligonucleotide puede unirse a 
diferentes regiones del ADN genomico utilizado como molde, ••• 

10 posibilitando la amplif icacion de ciertas secuencias de r*.^ 
ADN. Los cebadores utilizados en RAPD poseen una secuencia 
arbitraria, normalmente con un contenido en G+C superior al 
50% y ausencia de secuencias internas repetidas invertidas. 
El numero teorico de fragmentos de ADN amplificados depende 

15 de la longitud del cebador y del tamafio del genoma empleado 
como molde. La amplif icacion esta basada en la probabilidad 
de que: (i) el cebador encuentre una secuencia de ADN 

• * • • 

complementaria en el genoma , (ii) dicha secuencia este • 

situada en cadenas opuestas, (iii) aparezca en sentido 

20 inverse y (iv) a una distancia amplificable por PCR. La 

aparicion de polimorf ismos puede ser debida a cambios en la 

secuencia de union del cebador (por ejemplo, mutaciones "yt 

♦ 

puntuales) que impiden la correcta union del cebador al ADN ~r 
molde. Asimismo, dichos polimorf ismos pueden ser originados 

25 por modif icaciones en la secuencia de ADN (por ejemplo, 
inserciones e inversiones) que alteran el tamafio del 
fragmento amplificado, impiden la amplif icacion del. ADN 
porque dan lugar a sitios de union del cebador demasiado 
distantes, originan deleciones del sitio de union del 

30 cebador, etc. 

Los metodos de seleccion de cepas utilizados en la 
presente invencion se basan en: (i) resistencia a 
inhibidores de la sintesis de esteroides, a inhibidores de 
la respiracion y a compuestos que inducen la formacion de 

35 radicales libres, (ii) intensidad de color de la colonia y 
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produccion de carotenoides en medio solido, (iii) 
produccion de astaxantina en oscuridad, (iv) producci6n de 
astaxantina en condiciones de elevada temperatura y (v) 
produccion de astaxantina con fuentes de carbono 
5 alternativas a glucosa. Estos metodos permiten seleccionar 
eficazmente mutantes de X- dendrorhous. Asimismo, los 
procedimientos de seleccion de cepas y fermentacion 
expuestos en la presente invencion permiten alcanzar ele- 
vados niveles de produccion de astaxantina y baja 

10 acumulacion de otros carotenoides. El cultivo, en medio 
liquido de X. dendrorhous permite obtener biomasa con valor 
nutritivo y potenciador de la salud debido a su contenido 
en carotenoides, proteinase carbohidratos, vitaminas, aci- 
dos grasos y otros nutrientes . Dicha biomasa puede 

15 utilizarse directamente en alimentacion humana y animal. 



Descripcion detallada de la invencion 

20 La presente invencion describe una serie de 

procedimientos para la obtencion de elevadas producciones jTi 
de astaxantina con la levadura X. dendrorhous. La invencion *T1 
consiste en (i) el diseno de metodos para la obtencion y 
seleccion de mutantes de X. dendrorhous superproductores de 

25 astaxantina y (ii) el desarrollo de condiciones mejoradas 
de fermentacion. Los trabajos de invest igacion han ido 
encaminados a conseguir cepas de X. dendrorhous con una 
mayor concentracion de astaxantina. Para ello f se han 
aplicado las tecnicas clasicas de mutacion y screening y se 

30 han optimizado tanto las materias primas como las 
condiciones de fermentacion. La concentracion de 
astaxantina se expresa como (i) ppm (jjxj de astaxantina pura 
por g de biomasa seca) o (ii) porcentaje de astaxantina 
pura respecto de biomasa seca. Mientras que las cepas 
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silvestres de X. dendrorhous producen entre 100 y 200 ppm 
de astaxantina, la presente patente describe procedimientos 
para la produccion de al menos 5.000 ppm. X. dendrorhous 
posee una gran importancia industrial para la produccion 
5 biotecnologica de astaxantina. De hecho, dicho proceso 
resulta competitivo con el procedimiento sintetico utili- 
zado industrialmente en la actualidad. 

Con la finalidad de obtener cepas superproductoras de 
astaxantina, en primer lugar se desarrollo un procedimiento ■:• 

10 mutagenic© de las cepas de X. dendrorhous con los agentes X?: 
mutagenicos etil metano sulfonato (EMS) , N-metil-N' -nitro- 
N-nitrosoguanidina (NTG) y radiacion ultravioleta (UVA) . 
Las suspensiones de celulas a mutar se obtuvieron a partir *: 
del cultivo de X. dendrorhous en el medio liquido R4-062-7. 

15 El procedimiento de mutacion con EMS consistio en la j% *5 
incubacion de 10 8 celulas / ml en una solucion de EMS al 6% s "**. 
en tampon fosfato sodico 0,1 M pH 7,0 a 20°C y 100 rpm f% 
durante 40-80 minutos . El procedimiento de mutacion con NTG * : 
consistio en la incubacion de 10 8 celulas / ml en una 

20 solucion de 250 |J.g/ml de NTG en tampon citrato sodico 0,1 M 

pH 5,0 a 20°C y 100 rpm durante 60-120 minutos. El J '* \ 
procedimiento de mutacion con UVA consisti6 en irradiar con !;i 
un limpara de 254 nm una suspension de 10 celulas / ml en 
solucion salina a 20°C y 40 rpm durante 5-10 minutos. En 

25 los tres metodos de mutacion utilizados, las celulas 
mutadas se incubaron durante 10 horas a 17-20°C y 100 rpm 
en medio liquido YEPD para favorecer su recuperacion. 
Seguidamente se sembraron placas Petri que contenian medio 
solido YEPDA y se incubaron a 17 °C durante 4 dias para 

30 obtener colonias aisladas. 

Las estrategias utilizadas para la seleccion de cepas 
de X. dendrorhous superproductoras de astaxantina fueron 
las siguientes: (i) resistencia a inhibidores de la 
sintesis de esteroides, a inhibidores de la respiracion y a 
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compuestos que inducen la formacion de radicales libres, 
(ii) intensidad de color de la colonia y produccion de 
carotenoides en medio solido, (iii) produccion de 
astaxantina en oscuridad, (iv) produccion de astaxantina en 
5 condiciones de elevada teniperatura y (v) produccion de 
astaxantina con fuentes de carbono alternativas a glucosa. 
Para la seleccion de mutantes superproductores de 
astaxantina, se crecieron las c61ulas mutadas en medio 
YEPDA al que se le habian adicionado (i) compuestos que 

10 alteran el potencial redox de la celula como duroquinona o 
peroxido de hidr6geno o (ii) inhibidores de la sintesis de 
esteroides, especialmente p-ionona, imidazole dietilamina, 
2-metilimidazol, nistatina y dif enilamina . 

Los mutantes se seleccionaron posteriormente en 

15 funcion de su produccion en medio solido. Dicha seleccion 
se realizo en una primera fase aislando aquellas colonias 
que presentaban una mayor coloracion roja que la cepa 
parental y posteriormente utilizando un metodo de valora- J. # * t 
cion del contenido en carotenoides de la biomasa crecida en 

■• ♦ • 

20 medio solido. La seleccion de los mutantes que presentaban i^l 
un valor de absorbancia superior al de la cepa parental ; : I 
VKPM Y-247 6 permitio seleccionar las cepas superproductores *T*i 
de astaxantina AST-A1 y AST-A2 (esquema 2) . Los mutantes 
productores de astaxantina en oscuridad se seleccionaron en 

25 funcion de su contenido en carotenoides cuando en medio 
solido cuando se incubaron en la oscuridad. De esta forma 
se seleccionaron las cepas AST-A3, AST-A4, AST-A5, AST-A6 y 
AST-A7 (esquema 2) . Los mutantes productores de astaxantina 
en condiciones de elevada temperatura se seleccionaron en 

30 funci6n de su capacidad para crecer y producir astaxantina 
a temperaturas superiores a las habituales (17-20°C) . De 
esta forma se seleccionaron las cepas AST-A8 , AST-A9 y AST- 
A10 (esquema 2) por su capacidad de crecer a 24°C y su 
produccion de astaxantina. Las cepas de X. dendrorhous 
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capaces de producir astaxantina con fuentes de carbono 
alternativas a glucosa se seleccionaron en funcidn de su 
capacidad para crecer y producir astaxantina en presencia 
de sacarosa como unica fuente de carbono. De esta forma se 
5 selecciono la cepa AST-All (esquema 2) , la cual mostr6 una 
capacidad de produccion de astaxantina superior a la de la 
cepa parental cuando se utilizo sacarosa como fuente de 
carbono . 

Las cepas seleccionadas se sometieron a una serie de •;• 
10 an&lisis geneticos con la finalidad de establecer carac- 
teristicas dif erenciales . De este modo se demostro la 
existencia de elementos extracromosomicos en las cepas de 
X. dendrorhous . Adicionalmente se comprobo (i) que dichos 
elementos ^ extracromosomicos (pl&smidos) estaban compuestos 
15 por ADN bicatenario de conf ormacion lineal y (ii) que las 

• » • 

cepas superproductoras de astaxantina poseian un patron de 

'»*•« 

elementos extracromosomicos diferente del que mostraban las 

•••• 

cepas con inferior produccion. Las diferencias establecidas * : 
entre las cepas superproductoras de astaxantina y las cepas 
20 con inferior produccion se confirmaron adicionalmente j"**; 



Las cepas seleccionadas se fermentaron en matraz con 

* 

la finalidad de determinar el nivel de produccion de 
astaxantina en medio liquido. Para ello, se crecieron 

25 matraces de inoculo y posteriormente se realizo la 
fermentacion en matraz. Una vez concluida la fermentacion 
(alrededor de 7 dias) , X. dendrorhous se liso mediante 
agitacion en vortex, se extra jeron los carotenoides 
producidos con solventes organicos (por ejemplo con 

30 acetona) y se determine la concentracion y pureza de 
astaxantina mediante HPLC. Los niveles de produccion 
obtenidos oscilaron entre 150 y 200 mg/1. La adicidn al 
medio de cultivo de (i) agentes liberadores de radicales 
libres como duroquinona, (ii) compuestos induct ores de la 



mediante la tecnica RAPD. 
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carotenog^nesis como retinal o acidos trisp6ricos o (iii) 
precursores de la cadena hidrocarbonada como glutamato 
mejoro los niveles de produccion de astaxantina, alcanzan- 
dose producciones de al menos 225 mg/1 con retinal, 200 
5 mg/1 con Acidos trisporicos y 180 mg/1 con glutamato. 
Asimismo, (i) se desarrollo un medio de cultivo que 
incremento la produccion especifica de astaxantina y (ii) 
se comprobo que tanto la luz blanca como la ultravioleta 
incrementaban la produccion de astaxantina, obteniendose 
10 los me j ores resultados con ciclos de 6 horas de luz X*: 
ultravioleta / oscuridad. 

Las cepas seleccionadas en matraz se cultivaron en 
fermentadores pre-industriales con la f inalidad de deter- 

• • • 

minar el nivel de produccion de astaxantina. Las condi- 
15 ciones de fermentacion incluyeron el crecimiento inicial p. % 
del microorganismo en medios de cultivo complejos que 
permiten la obtencion de un nivel elevado de biomasa y una • 

•••• 

maxima produccidn. Tras la etapa de crecimiento inicial se \ 

• *• 

realizo una fase de produccion caracterizada por un 

20 crecimiento minimo y maxima produccion. Adicionalmente, la j^j 

produccion de astaxantina se incremento mediante los rj"J 

siguientes procedimientos : (I) Adicion al medio de cultivo 

-* • 

de sustancias con poder de oxidacion (por ejemplo '"V 
duroquinona a una concentracion 25-50 \M) las cuales 

25 inducen la formacion intracelular de radicales libres . La 
adicion debe realizarse durante las primeras 24 horas de 
fermentacion para que sea realmente efectiva. Estos 
compuestos reducen el crecimiento (15-25%) e incrementan la 
produccion de astaxantina (10-20%) . Por tanto, el 

30 incremento global de la productividad especifica de la 
biomasa puede oscilar entre el 30-60% alcanzandose en 
matraz producciones de astaxantina de al menos 215 mg/1 en 
6-7 dias de fermentacion. (II) Reduccion de las adiciones 
de la fuente de carbono fctcilmente asimilable (por ejemplo, 
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glucosa) en una fase avanzacia de fermentacion y sustitucion 

parcial por una fuente de carbono de utilizacion mas lenta 

(por ejemplo etanol, glicerol, etc.) que permita mantener 

un crecimiento menos vigoroso pero suficiente para el 

5 mantenimiento de la biomasa productiva. (Ill) Iluminacion 

del cultivo en la fase de produccion con luz de alta 

intensidad (por ejemplo, superior a 250 lux) . (IV) 

Modificacion de los valores de pH y temperatura hacia 

condiciones que potencian la produccion sobre el creci- 

10 miento. A temperaturas alrededor de 17 °C y pHs cercanos a 3 : # % 

••• • 

se ralentiza el crecimiento y se incrementa la produc- 
tividad. El efecto conjunto de estas variables permitio 
incrementar la produccion de astaxantina y obtener un J% *• 
elevado nivel de biomasa, Esto significa una mayor produc- 
15 tividad por unidad de volumen de fermentador, uno de los U m *. 
objetivos de produccion mas importantes desde el punto de 
vista industrial. 

♦ • 

mm mm 

El proceso de fermentaci6n se realizo en un medio de : # % 

♦ • ♦ 

cultivo que contiene fuentes de carbono, fuentes de 
20 nitrogeno, sales minerales y vitaminas (por ejemplo, 
tiamina, biotina, pantotenato calcico, etc.). Como fuentes 

♦ m, 

de carbono se pueden utilizar nutrientes ricos en carbo- ~*i 
hidratos como dextrinas, almidones, glucosa, sacarosa, 
fructosa o harinas vegetales ricas en algunos de estos 

25 azucares. Como fuentes de nitr6geno pueden utilizarse (i) 
compuestos organicos como extracto de levadura, harina de 
algodon (Pharmamedia) , corn steep, harina de soja, peptonas, 
caseina, etc. o (ii) inorganicos como sulfato amonico, 
fosfato diam6nico, etc. Entre las sales minerales que pueden 

30 adicionarse al medio de cultivo se encuentran fosfatos, 
sulfatos o cloruros de cationes monovalentes (sodio, 
potasio, amonio, etc.) o divalentes (calcio, magnesio, 
etc.). Asimismo, al medio de cultivo pueden adicionarse 
ciertos elementos traza como Cu, I, Fe, Mn, Mo, Zn, etc. Las 

35 proporciones de los nutrientes se determinaron en base a las 
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necesidades de crecimiento del microorganismo y a los 
niveles de produccion. La f ermentacion se realizo en cultivo 
aerobio sumergido a una temperatura entre 17 °C y 22 °C, 
excepto cuando se utilizaron mutantes capaces de producir 
5 astaxantina a 24°C. El pH del cultivo se permitio 
evolucionar libremente durante las primeras horas y 
posteriormente se controlo en el rango 3,0-5,0 mediante la 
adicion de alcali. El inicio del control de pH depende de la 
evolucion del crecimiento, comenzando generalmente durante 

10 las primeras 24 horas de f ermentacion . El proceso se 
caracterizo por un elevado crecimiento inicial basado en la 
disponibilidad de fuentes de carbono y nitrogeno, una 
aireacion superior a 1 v/v/m (volumen / volumen / minuto) y 
una velocidad de agitacion que garantizo un nivel de oxigeno 

15 disuelto superior al 50% una vez concluida la fase de U 
crecimiento inicial. El crecimiento de X. dendrorhous se 
mantuvo mediante adiciones de fuente de carbono 
(generalmente glucosa) de forma que permitiera conseguir la 
maxima concentracion de biomasa con elevada produccion 

20 especifica. La consecucion de este objetivo posibilita una 



respecto de las tecnologias anteriormente desarrolladas. 

Mediante las estrategias anteriormente descritas se 
consiguieron obtener caldos de fermentacion con una biomasa 

25 superior a 70 g/1 y una produccion de al menos 400 mg/1, lo 
cual supone producciones de astaxantina por unidad de 
biomasa superiores a 5.000 ppm. La biomasa obtenida procede 
de nuevas cepas de X. dendrorhous, las cuales pueden 
dif erenciarse de otras cepas de la misma especie mediante 

30 m6todos de tipaje molecular. Ademas de la seleccion de cepas 
superproductoras de astaxantina, se ha optimizado la 
tecnologia de fermentaci6n para hacerla mas rentable 
industrialmente. A pesar de que se han descrito producciones 
de biomasa de X. dendrorhous con un contenido en astaxantina 



« • • m 



♦ • 



4*« 



mayor productividad por volumen instalado de fermentador 



4 • 
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elevado, en esos casos el crecimiento de la levadura en el 
caldo de cultivo es muy limitado (5-30 g/1) . Esto significa 
que el volumen de caldo que se debe procesar para obtener 
una cantidad importante de carotenoides es muy elevado. 
5 Nuestros resultados aportan un nuevo proceso de f ermentacion 
por el que se alcanzan, no solo producciones de carotenoides 
elevadas, sino tambien una concentracion de levaduras en el 
caldo de f ermentacion de 50-100 g/1. Estos resultados 
aportan una importante ventaja para la productividad •:• 
10 industrial y el ahorro de costes de produccion. 
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30 Esquema 2. Filogenia de las cepas de X. dendrorhous 
obtenidas a partir de X. dendrorhous VKPM Y-989 utilizando 
procedimientos de mutacion y seleccion. 
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La biomasa se separo del medio de cultivo por 
centrifugacion o filtracion, se seco y se utilizo para 
realizar una serie de pruebas de biodisponibilidad en 
trucha. Para ello se adiciono dicha biomasa seca al 
5 preparado alimenticio de las truchas y con la mezcla se 
alimentaron una serie de truchas durante 2 meses. Por 
ultimo, se valoro la presencia de astaxantina y carote- 
noides en el tejido de 10 de dichas truchas. Los resultados 
obtenidos (3,5 ng/g de astaxantina y 6,8 ng/g de 
10 carotenoides) demostraron la capacidad de la biomasa de X. 
dendrorhous para conferir una pigmentacion asalmonada a la 
trucha . 

Deposito de microorganismos de acuerdo con el Tratado de 
15 Budapest:. 

Las cepas de X. dendrorhous han sido depositadas, 
segun lo previsto en el Tratado de Budapest, en la Russian 
National Collection of Industrial Microorganisms (VKPM) , :. 
GNU Genetika, Dorozhny Proezd 1, Moscu 113545, (Rusia) , 

20 con los siguientes niimeros y fechas: VKPM Y-989 el : 
13/03/1989, VKPM Y-2240 el 20/12/1996, VKPM Y-2259 el 
31/01/1997, VKPM Y-2262 el 10/06/1997, VKPM Y-2278 el ^-..j 
06/08/1997, VKPM Y-2279 el 31/10/1997, VKPM Y-2410 el 
30/10/1998, VKPM Y-2447 el 22/09/1999 y VKPM Y-2476 el 

25 06/03/2000. 

Los siguientes ejemplos describen en detalle y sin 
limitacion la presente invencidn. 

EJEMPLO 1 

30 Estrategias de mutacion de X. dendxrarhous 

En primer lugar se desarrollo un procedimiento 
mutagenico de las cepas de X. dendrorhous, para lo cual se 
analizaron: (i) diferentes tipos de agentes mutagdnicos, 
(ii) concentracion del mut&geno, (iii) concentracion de 
35 c^lulas, (iv) pH de incubaci6n y (v) tiempo de tratamiento. 



• • « 
• 



• 
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De esta forma se seleccionaron como agentes mutagdnicos 
etilmetanosulfonato (EMS) , N-metil-N' -nitro-N-nitrosoguani- 
dina (NTG) y radiacion ultravioleta (UVA) . 

Las suspensiones de c61ulas a mutar se obtuvieron 
sembrando un cultivo liquido en matraces de 500 ml con 25 
ml de medio R4-062-7 e incubandolq durante 24 horas a 17- 
20°C y 250 rpm. La composicion del medio R4-Q62-7 es la 
siguiente: 6,2 g/1 de extracto de levadura, 5,5 g/1 de 
harina de algodon, 70 g/1 de glucosa, 2 g/1 de KH 2 P0 4 , 0,4 
g/1 de K 2 HP0 4 , 1,5 g/1 de MgS0 4 -7H 2 0, 2 g/1 de (NH 4 ) 2 S0 4 , 0,2 
g/1 de NaCl, 0,2 g/1 de CaCl 2 , 50 \xg/l de biotina, 500 jig/1 
de tiamina y 2 mg/1 de pantotenato calcico, a un pH final 
de 5,8-6,0. La concentracion de celulas en la suspension 
fue alrededor de 10 8 c§lulas/ml. Estas celulas se lavaron 
dos veces con solucion salina centrif ugando a 3.000 rpm y 
10 °C durante 3 minutos y seguidamente se ajusto su 
concentracion a 2 x 10 8 celulas/ml. 

El procedimiento de mutacion con EMS consistio en la 
incubacion de 10 8 celulas/ml en una soluci6n de EMS al 6% en 
tampon fosfato sodico 0,1 M pH 7,0 a 20°C y 100 rpm durante 
40-80 minutos, consiguiendo tasas de mortalidad del 90-99%. 
El procedimiento de mutacion con NTG consisti6 en la 
incubacion de 10 8 celulas/ml en una solucion que contenia 
250 fig/ml de NTG en tampdn citrato sodico 0,1 M pH 5,0 a 
20°C y 100 rpm durante 60-120 minutos, consiguiendo tasas 
de mortalidad del 90-99%. Las celulas mutadas se lavaron 
tres veces con solucidn salina centrif ugando a 3.000 rpm y 
10°C durante 3 minutos y posteriormente se cultivaron en 
medio liquido para favorecer su recuperaci6n. Para ello, se 
resuspendieron en 10 ml de medio YEPD y se incubaron en 
matraces de 250 ml durante 10 horas a 17-20°C y 100 rpm. La 
composicidn del medio YEPD es la siguiente: 20 g/1 de 
bacto-peptona, 10 g/1 de extracto de levadura y 20 g/1 de 
glucosa, a un pH final de 6,0. 
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El procedimiento de mutacion con UVA consistio en el 
tratamiento de una suspension de 10 7 celulas/ml en solucion 
salina con la radiaci6n de una lampara de 254 nm a 20°C y 
40 rpm durante 5-10 minutos, consiguiendo tasas de 
mortalidad del 90-99%. Las celulas mutadas se dejaron en 
reposo en oscuridad durante 30 minutos y seguidamente se 
cultivaron en medio liquido para conseguir su recuperacion. 
Para ello, se resuspendieron en 10 ml de YEPD y se 
incubaron en oscuridad en matraces de 250 ml durante 10 
horas a 17-20°C y 100 rpm. 

Con las celulas mutadas se sembraron placas Petri que 
contenian medio solido YEPDA y se incubaron a 17 °C durante 
4 dias para obtener colonias aisladas. La composicion del 
medio YEPDA es la siguiente: 20 g/1 de bacto-peptona, 10 
g/1 de extracto de levadura, 20 g/1 de glucosa y 20 g/1 de 
agar a un pH final de 6,0. Las placas sembradas se 
incubaron a 17 °C durante 4 dias para obtener colonias 
aisladas. 

EJEMPLO 2 

Estrategias de seleccion de eepas de X. dendroxrhous 
superproductoras de astaxantina en funcion de la produccion 
de carotenoides en medio solido. 

Las colonias obtenidas a partir de las celulas mutadas 
descritas en el ejemplo 1 se sembraron directamente en el 
medio YEPDA o en medio YEPDA al que se habian adicionado 
(i) compuestos que alteran el potencial redox de la celula 
o (ii) inhibidores de la sintesis de esteroides. Entre los 
compuestos de tipo (i) se utilizaron particularmente 
duroquinona (100 |aM) y peroxido de hidrogeno (5 mg/1) , 
mientras que entre los de tipo (ii) se emplearon especial- 
mente p-ionona (50 *il/l) , imidazol (5 mM) , dietilamina (10 
pM), 2-metilimidazol (5 mM) , nistatina (1 mg/1) y 
difenilamina (100 jaM) . 
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Las colonias procedentes de los cultivos anteriormente 
mencionados se sembraron de nuevo en medio YEPDA en forma 
de estrias de alrededor de 3 cm 2 y se incubaron a 17-20°C 
durante 4 dias en presencia de luz. En una primera fase del 
programa de seleccion de cepas fue posible aislar una serie 
de estrias que present aban mayor coloracion roja que la 
cepa parental. Posteriormente, la coloracion roja intensa 
de las cepas parentales impidio la seleccion directa por 
color y se desarrollo un metodo de valoracion de 
carotenoides a partir de la biomasa crecida en medio 
solido. Este metodo consistio en retirar de cada estria la 
biomasa correspondiente a 0,8 cm 2 y resuspenderla en 1 ml de 
dimetilsulfoxido. Los carotenoides se extra jeron mediante 
agitacion en vortex durante 2 minutos y centrifugacion a 
12.000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. La 
produccion de carotenoides se valoro mediante medicion de 
la absorbancia del sobrenadante a 474 run. La seleccion de 
las estrias que presentaban un valor de absorbancia 
superior al de la cepa parental VKPM Y-2476 permitio 
seleccionar los mutantes superproductores de astaxantina 
AST-A1 y AST-A2. 

EJEMPLO 3 

Estrategias de seleccion de cepas de X. dendrorhous 
superproductoras de astaxantina en oscuridad 

El procedimiento consistio en la evaluacion de los 
mutantes por su capacidad de crecer y producir astaxantina 
en ausencia de luz. Para ello se sembraron una serie de 
placas de YEPDA con una suspension de c^lulas mutadas y se 
incubaron a 22 °C durante 4 dias en ausencia de luz. 
Seguidamente se seleccionaron un total de 103 colonias que 
presentaban mayor coloracion y crecimiento. Estas colonias 
se sembraron de nuevo en YEPDA en forma de estrias de 
alrededor de 3 cm 2 y se incubaron a 22 °C durante 4 dias en 



• 
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ausencia de luz. Con la biomasa correspondiente a 0,8 cm 2 de 
cada estria se sembraron matraces de 50 ml con 10 ml de 
medio R4-062-7, los cuales se incubaron durante 72 horas a 
20°C y 250 rpm en ausencia de luz. A partir de estos 
5 cultivos se seleccionaron 5 mutantes (AST-A3 , AST-A4 , AST- 
A5, AST-A6 y AST-A7) con mayor produccion de carotenoides , 
los cuales se ensayaron en f ermentaciones tanto en 
oscuridad como en presencia de luz, observandose que la 
producci6n de astaxantina duplicaba a la de la cepa 
10 parental VKPM Y-247 6 en oscuridad y era equivalente en 

• 

presencia de luz. * :# 

• . . • 

EJEMPLO 4 

Estrategias de seleccion de cepas de X. dendrorhous 

• • 

15 superproductoras de astaxantina en condiciones de elevada :**.. 5 
tempera tura 

• • 

El procedimiento consistio en el analisis de los 

••*■ 

mutantes por su capacidad de crecer y producir astaxantina •♦•.^ 
a temperaturas superiores a las habituales para X. 5 ,.*. : 
20 dendrorhous (17-20°C) . El programa se realizo en dos fases: V\J 
en primer lugar a 22°C y posteriormente a 24°C. Para ello, 
se sembro una suspension de celulas mutadas con NTG 

• • * 

procedentes de la cepa VKPM Y2476 en placas con YEPDA y se 
incubaron a 22°C durante 6 dias en ausencia de luz. En 

25 estas condiciones la cepa parental VKPM Y-247 6 es incapaz 
de crecer. De esta forma se aislaron 100 colonias por su 
capacidad de crecer a 22 °C. Estas colonias se sembraron de 
nuevo en YEPDA en forma de estrias de unos 3 cm 2 y se 
incubaron a 22 °C durante 4 dias en presencia de luz. 

30 Seguidamente se realizo una valoracion de la produccion de 
carotenoides en medio solido y se seleccionaron un total de 
10 cepas r las cuales se fermentaron en medio liquido tanto 
a 20°C como a 22°C. Finalmente se preseleccionaron 4 cepas. 
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Una suspension celular conjunta de las cepas 4 cepas 
anteriormente seleccionadas se sometio a mutacion con NTG 
tal y como se indica en el ejemplo 1, sembrando las celulas 
mutadas en YE PDA e incubando seguidamente las placas a 
5 23 / 5°C durante 6 dias en ausencia de luz. De esta forma se 
seleccionaron 200 colonias, las cuales se sembraron de 
nuevo en YEPDA en forma de estrias de unos 3 cm 2 y se 
incubaron a 24 °C durante 4 dias en presencia de luz. 
Posteriormente se valoro la produccion de carotenoides en 
10 medio solido, seleccionandose un total de 6 cepas, Una vez 
analizada la produccion de astaxantina a 24 °C en medio 
liquido de estas 6 cepas, se seleccionaron 3 de ellas, las 
cuales se denominaron AST-A8, AST-A9 y AST-A10. 

15 EJEMPLO 5 

Estrategias de seleccion de cepas de X. dendrorhous capaces 
de producir astaxantina con fuentes de carbono alternativas 
a glucosa 

Las colonias obtenidas a partir de las celulas mutadas 
20 descritas en el ejemplo 1 se sembraron directamente en el 
medio YEPDA al que se habian adicionado glucosa (20 g/1) o 
sacarosa (20 g/1) . Las colonias procedentes de los cultivos 
anteriormente mencionados se sembraron de nuevo en medio 
YEPDA-glucosa o YEPDA-sacarosa en forma de estrias de 
25 alrededor de 3 cm 2 y se incubaron a 17-20°C durante 4 dias 
en presencia de luz. Posteriormente se valoraron los 
carotenoides en la biomasa correspondiente a 0,8 cm 2 de cada 
estria tal y como se indica en el ejemplo 2 y se 
seleccionaron las estrias que presentaban un valor de 
30 absorbancia superior al de la cepa parental VKPM Y-247 6. De 
esta forma se selecciono la cepa AST-All, la cual mostro 
una produccion de astaxantina superior a VKPM Y-247 6 
utilizando como fuente de carbono glucosa o sacarosa. 



•* 

•* • 
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EJEMPLO 6 

Analisis genetico de una serie de una serie de cepas de X. 
dendrorhous que presentan diferente produccion de 
as taxantina 

5 6.1. Caracterizacion de los elementos extracromosomicos de 
X . dendrorhous 

Con la finalidad de comparar una serie de cepas 
silvestres de X. dendrorhous con las cepas superproductoras 
de astaxantina, se realizo el an&lisis de sus cicidos 
10 nucleicos en gel del 0,8% de agarosa. Las 4 cepas silves- #:# 
tres analizadas fueron: CECT 1690 (tambien denominada ATCC 

24202 6 CBS 5905), CECT 11028 (tambien denominada ATCC * : * *' 

24203 6 CBS 5908), CBS 6938 y ATCC 24229. Por su parte las 
cepas superproductoras analizadas fueron las siguientes: . . 

15 VKPM Y-989, VKPM Y-2240, VKPM Y-2259, VKPM Y-2279, VKPM Y- : *"* 
2410 y VKPM Y-2476. Una vez purificado el ADN total de las . . 
cepas anteriormente mencionadas, se trato con RNasa y se 

• « 

analizo por electrof oresis . El resultado se muestra en la 
figura 1. Como puede observarse, las cepas superproductoras 

20 poseen un patron de acidos nucleicos extracromosomicos : 

diferente del que presentan las cepas silvestres. El patron ... 
mcis parecido al de las cepas superproductoras lo posee la 
cepa X. dendrorhous ATCC 2422 9. 

En diferentes cepas de X. dendrorhous se ha descrito 

25 la presencia de elementos geneticos extracromosomicos , 
principalmente ARNs de doble cadena (ARNds) que en algunas 
cepas se han encontrado encapsidados en particulas simila- 
res a virus (VLP, virus like particles) (Castillo A. and 
Cifuentes V. 1994. Curr. Genet. 26: 364-368; Pfeiffer, H. 

30 et al. (1996). Curr. Genet. 30: 294-297). Con la finalidad 
de determinar si los elementos extracromosomicos de las 
cepas superproductoras eran moleculas de ARNds, se trataron 
con RNasa A (350 ng/ml) en dos concentraciones salinas 
distintas: SSC 0,01x y SSC 2x. Adicionalmente se prepar6 
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una muestra control sin tratar con Rnasa A en SSC 0,01x. 
Dichas muestras se incubaron durante 30 minutos a 37 °C y 
posteriormente se analizaron mediante electrof oresis en 
gel de agarosa al 0,8%. Como se puede observar en la figura 
5 2, ningun elemento extracromosomico se degrado tras la 
incubacion con RNasa A, por lo que se concluyo que dichos 
acidos nucleicos no se trataba de moleculas de ARNds . 

Con el fin de determinar la naturaleza de dichos 
elementos extracromosomicos, se trat6 una muestra de ADN 

10 total de X. dendrorhous Y-2410 con distintas enzimas 

modif icadoras de acidos nucleicos: RNasa A, RNasa H, * r 
nucleasa SI, DNasa I y la endonucleasa de restricci6n 
BamHI. Los resultados se muestran en la figura 3. La 
digestion con RNasa A confirmo los resultados anteriormente 

15 descritos. Sin embargo, (i) la completa desaparicion tanto 
de los elementos extracromosomicos como del ADN total en el 
carril 9 ( tratamiento con DNasa I) y (ii) su V* m J 
susceptibilidad a la digestion con la endonucleasa de 
restriccion BamHI (carril 10) demostro que se trataba de 

20 moleculas de ADN, V\. : 
Seguidamente se procedio a determinar la conformacion 
de los elementos extracromos6micos en las cepas X. 
dendrorhous CBS 6938 y X. dendrorhous Y-2410. Para ello, se : 5 : 
analizo una muestra de ADN total mediante electrof oresis v 

25 bidimensional en gel de agarosa al 1%. Como puede \ 
observarse en la figura 4, el patron de elementos extracro- 
mos6micos de ambas cepas es el mismo en las dos dimensiones 
del gel, es decir, los fragmentos de ADN migran conforme a 
su tamafio. Esto indica que las moleculas de ADN detectadas 

30 en X. dendrorhous poseen conformacion lineal. De estos 
datos se concluye que los elementos extracromosomicos de 
las cepas analizadas son plasmidos lineales formados por 
ADN de doble cadena. 
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6.2. Determinacion del polimorfismo genetico de una serie 
de cepas de X. dendrorhous median-be la tecnica RAPD 

El objetivo consiste en determinar la existencia de 
diversidad genetica en las distintas cepas de X. 
5 dendrorhous mediante la amplif icaci6n al azar de su ADN por 
PCR. Esta tecnica se denomina RAPD (randomly amplified 
polymorphic DNA) . Los polimorf ismos se detectan debido a la 
presencia de (i) cambios (por ejemplo mutaciones puntuales) 
en la secuencia de union del cebador, (ii) alteraciones en 

10 la secuencia de ADN (por ejemplo inserciones e inversiones) 

que dan lugar a modif icaciones del tamano, (iii) inser- #: " 
ciones que cambian el tamano de un fragmento de ADN 
amplif icado, (iv) desaparicion del sitio de union del 
cebador, etc. En este estudio se incluyeron las 4 cepas 

15 silvestres y las 6 cepas superproductoras descritas en el 
apartado 6.1. Para el analisis se utilizo el cebador 5'- 
CATGTGTGGCGGGCA-3 ' previamente descrito (Williams J.G. et j'O 
al. 1990. Nucleic Acids Res. 18: 6531-6535), el cual habia 
sido utilizado previamente en X. dendrorhous (Meyer P.S. et 5 "!! ; 

20 al. 1994. Biotechnol. Tech. 8: 1-6). El ADN total se j # 0 
desnaturalizo mediante calentamiento durante 5 minutos a 
96°C y la reaccion de PCR se realizo en un volumen final de 
50 ]il en un GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer) . Se : : : 
realizaron 35 ciclos de amplif icacion en las siguientes : . : 

25 condiciones: anillamiento a 30°C durante 1 minuto, 
polimerizacion durante 2 minutos a 72°C y desnaturalizacion 
durante 1 minuto a 92 °C. En el ultimo ciclo el tiempo de 
polimerizaci6n se extendio a 10 minutos a 72 °C, seguido de 
un enfriamiento a 4°C. Los fragmentos de ADN amplif icados 

30 mediante esta tecnica se sometieron a electrof oresis de 
agarosa al 1% y los resultados obtenidos se muestran en la 
figura 5. Como puede observarse, las cepas superproductoras 
de astaxantina generaron un patron equivalente, mientras 
que la cepa X. dendrorhous ATCC 24229 (la cual resulto ser 
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la mcis parecida a las cepas superproductoras en el aricilisis 
realizado en el apartado 6.1) present6 un patron de 
amplif icacion distinto al de las cepas superproductoras. De 
esta experimentacion se puede concluir que las cepas 
5 superproductoras de astaxantina difieren geneticamente de 
todas las cepas silvestres analizadas. 

EJEMPIiO 7 

Procedimiento de produccion de astaxantina mediante la 
10 fermentacion en matraz de X. dendrorhous 

En primer lugar se sembraron slants con medio R3-02-5 * 
y se incubaron durante 5 dias a 17-20°C. La composicion del 
medio R3-02-5 es la siguiente: bactopeptona 6,5 g/1, 
extracto de levadura 2 g/1, KH 2 P0 4 0,4 g/1, K 2 HP0 4 1/3 g/1, 
15 MgS0 4 -7H 2 0 1,3 g/1, (NH 4 ) 2 S0 4 1,3 g/1, NaCl 0,1 g/1, CaCl 2 
0,1 g/1, glucosa 50 g/1, agar 20 g/1, H 3 B0 3 500 jig/1, CuS0 4 
40 jxg/1, KI 100(ag/l, FeCl 3 200 ng/1, MnS0 4 • H 2 0 400 |xg/l, 
Na 2 Mo0 4 -2H 2 0 200 |ag/l, ZnS0 4 -7H 2 0 400 ng/1, pH 6,0. Una vez "'.'^ 

• * 

crecido el microorganismo, cada slant se resuspendio en 3 j]**^ 

20 ml de solucion salina y con esta suspension, se sembraron 

matraces de 500 ml con 25 ml de medio R4-062-7 a razon de . 

1,5 ml de suspension de celulas por matraz. Estos in6culos 

se incubaron durante 48 horas a 17-20°C y 250 rpm. 

*** * • 

• 

Los in6culos se utilizaron para sembrar matraces de ••••• 
25 500 ml (3 indentaciones ) con 25 ml de medio R4-20 a razon 
de 2,5 ml por matraz. La composicion del medio R4-20 es la 
siguiente: extracto de levadura 6,2 g/1, harina de algodon 
5,5 g/1, KH 2 P0 4 2 g/1, K 2 HP0 4 0,4 g/1, MgS0 4 -7H 2 0 1,5 g/1, 
(NH 4 ) 2 S0 4 2 g/1, NaCl 0,2 g/1, CaCl 2 0,2 g/1, CaC0 3 1/6 g/1, 
30 glucosa 200 g/1, biotina 50 |4,g/l, tiamina 500 jxg/1, 
pantotenato calcico 2 mg/1, pH 5,8-6,0. Estos matraces se 
incubaron a 17-20°C en presencia de luz durante 5-7 dias. 
Los niveles de produccion de astaxantina de la cepa VKPM Y- 
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2476 en estas condiciones fueron alrededor de 150 mg/1 y 
4.000 ppm con una biomasa de 37 g/1. 

EJEMPLO 8 

5 Mejora de la produccion de astaxantina mediante 
modificaciones en el medio de cultivo 

Con la finalidad de mejorar la producci6n de 
astaxantina se probo la adicion de diferentes compuestos al 
medio de cultivo: (i) agentes liberadores de radicales 

10 libres como duroquinona (25-50 \*M) , (ii) compuestos u 
inductores de la carotenogenesis en otros microorganismos 
productores de carotenoides, como retinal (35 jiM) y acidos 
trisporicos (50-100 \xq/ml) , (iii) moleculas precursoras de 
la cadena hidro-carbonada como glutamato (5,5 mg/ml) en \ 

15 lugar de harina de algodon. La fermentacion se realizo tal 

y como se describe en el ejemplo 7 y los resultados \ 
obtenidos se muestran en la figura 6. Los niveles de 
produccion de astaxantina obtenidos en las me j ores 
condiciones fueron de 225 mg/1 y 5.000 ppm con una biomasa 

• *• * 

20 de 45 g/1. Como jmede comprobarse, todos estos compuestos 
dieron lugar a incrementos de produccion respecto al medio 
de cultivo original R4-20. 

• • 
#»«•• 

« » 

• 9 

EJEMPLO 9 

25 Desarrollo de un medio de cultivo que incrementa la 
produccion e specif ica de astaxantina 

Con la finalidad de incrementar la produccion especi- 
fica de astaxantina (mg de astaxantina / g de biomasa) se 
desarrollo un medio de cultivo utilizando el programa 
30 informatico GALOP basado en algoritmos geneticos y 
desarrollado por Weuster-Botz D. (Institut fur 
Biotechnologies Forschungszentrum Julich GmbH, Julich, 
Germany) . El disefio se baso en mantener constantes las 
concentraciones de algunos de los componentes del medio de 



cultivo (KH 2 P0 4 , K 2 HP0 4 , MgS0 4 .7H 2 0, NaCl, CaCl 2 y CaC0 3 ) y 
analizar concent raciones variables de otros componentes 
(glucosa, glicerol, peptona, corn steep s61ido (CSS) , 
sulfato amonico y aceite de soja) . Mediante el programa 
GALOP se diseftaron 7 medios de cultivo que constaban de los 
raismos componentes pero en concentraciones variables. En la 
tabla I se muestra la composicion de los medios de cultivos 
analizados en la 4 a generacion. 



Tabla X 



Medio 
de 
cultivo 


Glucosa 
50% 
(ml) 


Glicerol 
50% 

(111) 


Peptona 
10% 
(ml) 


CSS 
10% 
(ml) 


(NH 4 ) 2 S0 4 
10% 

(HD 


Aceite 
soja 
(ml) 


Sales 
25x 
(ml) 


Agua 
(ml) 


P 


10,0 


5 


1/5 


1,4 


500 


0,1 


3 


8,50 


1 


9,9 


2621 


1,6 


1,4 


572 


0,1 


3 


8,50 


2 


6,7 


1987 


1,5 


1,4 


1746 


1,6 


3 


7,06 


3 


10,0 


i— 5 


1,5 


0,2 


7 62 


0,1 


3 


9, 43 


4 


6,9 


325 


1,9 


1,7 


117 


0,1 


3 


10, 96 


5 


10, 0 


639 


1,5 


0,4 


1778 


0,1 


3 


7,58 


6 


9,9 


4683 


1,9 


0,2 


508 


0,1 


3 


4,76 



La soluci6n de sales 25x contenia por litro: 50 g de 
KH 2 P0 4 , 10 g de K 2 HP0 4 , 37,5 g de MgS0 4 .7H 2 0, 5 g de NaCl, 5 
g de CaCl 2 y 40 g de CaC0 3 . En la figura 7 se muestran los 
resultados de produccidn especifica obtenidos con estos 
medios de cultivo tras realizar 4 generaciones sucesivas de 
optimizacion de su composici6n. Como puede comprobarse, se 
consiguio desarrollar un medio de cultivo que incremento la 
producci6n especifica de astaxantina de la cepa X. 
dendrorhous Y-2410 desde 2.096 ppm (jag/g) (medio de cultivo 
P) hasta 4.490 ppm (medio de cultivo 5) sin disminucion de 
la produccion absoluta (mg/1) . 
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EJEMPLO 10 

Me j or a de la produccion de astaxantina median te la 
iluminacion del cultivo 

Con la finalidad de desarrollar metodos de produccion 
de astaxantina mejorados, se ferment6 en matraz la cepa Y- 
247 6 modif icando la longitud de onda de la iluminacion 
utilizada. Para ello, se realizaron una serie de 
fermentaciones tal y como se describe en el ejemplo 7. Los 
matraces se incubaron a 17-20°C en presencia o ausencia de 
luz durante 6 dias. Adicionalmente se probaron diferentes 
tipos de luz: blanca, azul, verde, amarilla y ultravioleta. 
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 8A. Como 
puede comprobarse, tanto la luz blanca como la ultravioleta 
dieron lugar a los incrementos de produccion mas signifi- 
cativos respecto de las fermentaciones realizadas en 
oscuridad. 

Asimismo, se comparo la produccion de astaxantina de 
la cepa Y-247 6 en fermentaciones en matraz iluminadas 
permanentemente o mediante ciclos de iluminacion / oscuri- 
dad de 6, 12 6 24 horas . Dichos ciclos se realizaron tanto 
con luz blanca como con luz ultravioleta. Los resultados 
obtenidos se muestran en la figura 8B. Como puede compro- 
barse, los ciclos de 6 horas de luz ultravioleta / oscuri- 
dad dieron lugar a los incrementos de produccion mas 
signif icativos . 

EJEMPLO 11 

Procedimiento de produccion de astaxantina mediante la 
fermentacion de X. dendroriious en fermentador de 10 litros 

Los matraces de inoculo (2 litros con 200 ml de medio 
R4-062-7, ejemplo 1) se sembraron con las celulas de un 
slant por matraz y se incubaron a 20°C bajo iluminacion con 
agitaci6n orbital a 250 rpm durante 48 horas, De esta forma 
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se obtuvo un caldo con un 7% de biomasa (expresado como 
volumen celular sedimentado o PCV, pellet cell volume) y un 
pH en torno a 3. Seguidamente se inocul6 un fermentador 
intermedio de crecimiento vegetativo con medio R4-10-3P con 
el 0,4% (v/v) del inoculo. La composicion por litro del 
medio R4-10-3P es la siguiente: extracto de levadura 6,2 g, 
harina de algod6n 5,5 g, glucosa 100 g, KH 2 P0 4 2 g, K 2 HP0 4 
0,4 g, MgS0 4 .7H 2 0 1,5 g, P0 4 H(NH 4 ) 2 5 g, NaCl 0,2 g, 
CaCl 2 -2H 2 0 0,4 g y tiamina 0,5 mg, a un pH final de 5,8-6,0. 
El vegetativo se incub6 a 20°C durante 48 horas con la 
agitaci6n suficiente para mantener como minimo un 50% de 
oxigeno disuelto (D0 2 ) , aireacion a 1,5 vvm 
(volumen/volumen/minuto) y control de pH a 4,5 con amoniaco 
a una concentracion del 12,5%. El crecimiento obtenido en 
la fase vegetativa alcanzo un 30-35% de biomasa (expresado 
como PCV) . La fase de produccion se realiz6 en un fermen- 
tador con vaso de vidrio de borosilicato con medio R4-10 
cuya composicion con respecto al volumen despues de siembra 
(9 litros) es la siguiente: extracto de levadura 6,2 g/1, 
harina de algodon 5,5 g/1, KH 2 P0 4 2 g/1, K 2 HP0 4 0,4 g/1, 
MgS0 4 -7H 2 0 1,5 g/1, (NH 4 ) 2 HP0 4 5 g/1, NaCl 0,2g/l CaCl 2 -2H 2 0 
0,2 g/1, soluci6n de microelementos 2 ml/1 y 
polipropilenglicol 2025 0,9 g/1, ajustando el pH a 5,4 con 
NaOH. La composicion de la solucion de microelementos es la 
siguiente: acido b6rico 1 mg, molibdato sodico dihidrato 
0,4 mg, sulfate de zinc heptahidrato 0,8 mg, cloruro 
ferrico hexahidrato 0,4 mg, sulfate de cobre pentahidrato 
0,8 mg, yoduro potasico 0,2 mg, sulfate de manganeso 
tetrahidrato 0,8 mg. El medio se enras6 a un volumen de 6 
litros y tras la esterilizacion se afiadieron 1,05 litros de 
jarabe de glucosa (para lograr una concentraci6n de glucosa 
de 100 g/1 tras la siembra) y 1 ml/1 de solucion de vitami- 
nas (biotina 0,1 g/1, tiamina 1 g/1 y pantotenato calcico 4 
g/1). El fermentador se inoculo con 2 litros del cultivo 
vegetativo y se ajust6 a las siguientes condiciones de 
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cultivo: (I) Aireacion: 1,5 vvm. (II) Agitacion: 700 rpm 
hasta las 18 horas, incrementando posteriormente hasta 
1.200 rpm para mantener D0 2 > 50%. (Ill) Presion: 0 kg/cm 2 . 
(IV) Temperatura: 20°C hasta las 72 horas y posteriormente 
a 17°C. (V) pH: control de limite inferior a 4,5 con 
amoniaco al 12,5% hasta las 72 horas disminuyendo 
posteriormente el limite a 3,0. (VI) DO z : control con limite 
inferior al 50% mediante agitacion. (VII) Iluminaci6n: 6 
tubos fluorescentes dispuestos sobre la superficie del vaso 
con una potencia total de 80 vatios. 

Las adiciones realizadas fueron las siguientes: (I) 
Glucosa en solucion al 50% conforme al siguiente programa 
de adicion (expresado como gramos de glucosa pura por litro 
y hora) : 0 entre las 0-25 horas, 2,5 entre las 26-51 horas, 
2,3 entre las 52-116 horas y 1,6 entre las 117-212 horas. 
El consumo total de glucosa al 50% en adiciones fue de 6,47 
litros. (II) Etanol absoluto: 0,5% cada 24 horas desde las 
72 horas. El consume total fue de 270 ml. (Ill) Antiespuma: 
Polipropilenglicol (PPG), cuyo consumo total fue de 200 ml. 
(IV) Amoniaco al 12,5% para control de pH, con un consumo 
total fue de 4 64 ml. 

Asimismo, se realizaron las cosechas parciales 
necesarias para mantener el volumen de trabajo en 10 
litros. El volumen total de cosechas parciales fue de 2,6 
litros y el volumen final del tanque de 8,5 litros. La 
fermentacion finaliz6 a las 212 horas con una biomasa del 
32% (expresada como PCV) que era equivalente a 84 g/1 
(expresada como peso seco) . La concentracion de astaxantina 
valorada por HPLC fue de 425 mg/1, de forma que la riqueza 
en astaxantina de la biomasa seca super6 las 5.000 ppm. La 
concentracion total de carotenoides acumulados fue de 623 
mg/1 (7.416 ppm). La evolucion de la fermentacion se 
ilustra en la figura 9. 
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EJEMPLO 12 

Procedimiento de produccion de astaxantina median te la 
fermentacion de X. dendrorhous en fexmentador de 800 litros 

El medio de cultivo de indculo (R4-0 62-7, ejemplo 1) 
se preparo en matraces Erlenmeyer de 2.000 ml a razon de 
200-400 ml por matraz. Una vez esterilizados se sembraron 
con X. dendxorhous y se incubaron a 20°C y 250 rpm durante 
48 horas. El inoculo se transfiri6 esterilmente en una 
proporcion del 0,4% (v/v) a un tanque intermedio de 
crecimiento vegetativo con medio de cultivo R4-10-2 cuya 
composici6n por litro es: extracto de levadura 6,2 g, 
Pharmamedia 5,5 g, jarabe de glucosa (70% p/p) 143 g 
(esterilizado por separado) , corn steep solido 24 g, 
fosfato monopotasico 2 g, fosfato dipotasico 0,4 g, sulfato 
magnesico heptahidrato 1,5 g, fosfato diamonico 5 g, 
cloruro sodico 0,2 g, cloruro calcico dihidrato 0,4 g, 
antiespuma 0,1 g, clorhidrato de tiamina 1 mg, acido borico 
1 mg, molibdato sodico dihidrato 0,4 mg, sulfato de zinc 
heptahidrato 0,8 mg, cloruro ferrico hexahidrato 0,4 mg, 
sulfato de cobre pentahidrato 0,8 mg, yoduro potasico 0,2 
mg, sulfato de manganeso tetrahidrato 0,8 mg. Su pH inicial 
fue de 5,6. El vegetativo se incubo a 17°C durante 54 h, 
con una aireacion de 1,5 v/v/m y una presion en cabeza de 1 
atmosfera, hasta que alcanzo un pH inferior a 3,5. Segui- 
damente se realiz6 una segunda fase de crecimiento en el 
medio de cultivo R4-10-2 hasta alcanzar una biomasa del 30- 
35% (expresada como PCV) . El fermentador de produccion (800 
litros de capacidad) con medio R4-10-2 se sembr6 con un 20% 
(v/v) del cultivo vegetativo. 

La fermentacion se realiz6 con el siguiente programa 
de temperaturas : 19°C hasta las 16 horas, 18 °C desde las 16 
hasta las 60 horas y 17°C hasta el final. Se utilizd 
agitacion variable entre 150 y 275 rpm y una aireacion de 
1,5 v/v/m. La presibn en cabeza se mantuvo en 0,5 atm. El 
control de pH se realiz6 con hidr6xido amonico 25%, 
manteniendose superior a 4,5 hasta las 24h, a 3,5 desde las 
24 hasta las 60 horas y a 3,0 desde las 60 horas hasta el 
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final. El oxigeno disuelto se mantuvo en un rango superior 
al 50% , incrementando la agitacion cuando fue necesario. 
Durante la fermentacion se realizaron adiciones de glucosa 
(expresado en Kg/m 3 /hora) de acuerdo con el siguiente 
5 programa: 0 entre las 0-24 horas, 4,41 entre las 24-48 
horas, 3,77 entre las 48-70 horas, 2,08 entre las 70-94 
horas y 2,60 entre las 94-184 horas, 

Asimismo, cuando fue necesario se realizaron (i) 
adiciones de antiespuma y (ii) cosechas parciales para 

10 mantener el volumen en el fermentador en torno al 75% de su 
capacidad total. La iluminacion del cultivo se realizo por 
medio de un tubo de borosilicato de 1 m de longitud .:. 
sumergido en el cultivo que contenia 6 tubos f luorescentes 
de 54 w (total 324 w) . La fermentacion se prolongo durante 

15 184 horas, al cabo de las cuales se obtuvo una producci6n 

de astaxantina de 400 mg/1 y una biomasa de 90 g/1 (expre- : . 
sada como peso seco) , lo cual supone una riqueza de 
astaxantina en la biomasa seca superior a 4.400 ppm. :# 
La adicion de 50 jiM de duroquinona supuso incrementos 

20 de produccion de astaxantina de alrededor del 15-20%. .*•* 

mm*m 

m 

EJEMPLO 13 

Proceso de recuperacion de la biomasa de X. den&corhous :* ## 

rica en astaxantina y analisis de biodisponibilidad en YY 

_ _ • ••• 

2 5 trucha : 

• 

La levadura X. dendrorhous, fermentada en cultivo puro •* 
tal y como se describe en los ejemplos anteriores, se 
transfirio desde el fermentador hasta un tanque refrigerado 
donde permanecio hasta que se recupero por centrif ugacion o 

30 filtracion. La concentracion preliminar del caldo se rea- 
lizo mediante centrifugas en continuo o unidades de filtra- 
ci6n, dando lugar a caldos concentrados , Con la finalidad 
de proteger la astaxantina durante el procesamiento de la 
biomasa en algunos casos se adiciono el antioxidante 

35 etoxiquina a la biomasa concentrada. Seguidamente, se 
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15 



procedio al secado de la biomasa concentrada, utilizando 
metodos convencionales, de forma que la mayor parte de las 
c^lulas no se rompieran durante el proceso. Por ultimo se 
realizo el almacenamiento de la biomasa seca de forma que 
quedara protegida de luz, oxigeno y humedad. 

La biomasa seca se mezclo con un preparado alimenticio 
utilizado en piscicultura de forma que la concentracion de 
astaxantina en la mezcla fuera de 75 ppm. Seguidamente, la 
mezcla se extrusiono en forma de cilindros o pellets , con 
los cuales se alimentaron una serie de truchas durante dos 
meses. Posteriormente se sacrificaron 10 truchas selec- 
cionadas al azar y se valoro el contenido en astaxantina y 
carotenoides en su tejido muscular. Asimismo, se analizo el 
contenido en astaxantina y carotenoides en otras 10 truchas 
control no alimentadas con los pellets anteriormente 
descritos. Los valores medios obtenidos se muestran en la 
tabla siguiente: 





Truchas 
alimentadas con 
biomasa seca 


Truchas control no 
alimentadas con 
biomasa seca 


Astaxantina (ng/g) 


3,5 


0, 0 


Carotenoides (|Jtg/g) 


6,8 


0,1 



• ••* 

• •« 

• a 
.*• •« 



20 



25 



Los resultados de la prueba de biodisponibilidad 
demuestran que la astaxantina y el resto de los 
carotenoides presentes en la biomasa seca de X. dendrorhous 
se transf irieron a los tejidos de la trucha conf iri<§ndole 
una atractiva coloracion asalmonada. 



Descripcion detallada de las figuras 



Figura 1. Fotografia de un gel de agarosa en el que se 
muestra el ADN total de una serie de cepas de X. 
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dendrorhous que presentan diferente producci6n de 
astaxantina. Carril 1: Marcador de peso molecular de ADN 
cuyas bandas poseen los siguientes tamanos expresados en 
pares de bases: 23.130, 9.416, 6.557, 4.361, 2.322, 2.027, 
5 1.353, 1.078, 872, 603 y 300. Carril 2: X. dendrorhous CECT 
1690 (tambien denominada ATCC24202 6 CBS 5905) . Carril 3: 
X. dendrorhous CECT 11028 (tambien denominada ATCC 24203 6 
CBS5908) . Carril 4: X. dendrorhous CBS 6938. Carril 5: X. 
dendrorhous ATCC 24229. Carril 6: X. dendrorhous Y-98 9. 
10 Carril 7: X. dendrorhous Y-2240; Carril 8: X. dendrorhous 
Y-2259. Carril 9: X. dendrorhous Y-2279. Carril 10: X. 

mmm 

dendrorhous Y-2410. Carril 12: X. dendrorhous Y-2476. En la 

■ • 

parte superior de la figura aparece el ADN total (tamano # 
superior a 23 kb) y bajo el se encuentran los elementos 
15 extracromosomicos (tamano entre 2,3 y 9 kb) . . m 

mm m 

• m >• 
• 

Figura 2 . Fotograf ia de un gel de agarosa en el que se . „ 
muestra ADN total de una serie de cepas de X. dendrorhous 

m m 

en tres condiciones diferentes: (A) Control (SSC 0,01x, sin '"11 

m m 

20 tratamiento con Rnasa A) . (B) Tratado con Rnasa A a una / m *Z 

•• ♦ 

concentracion de 350 ng/ml en SSC 0,01x. (C) Tratado con : # * # " 
RNasa A a una concentracion de 350 ng/ml en SSC 2x. .♦..^ 
Carriles 1-3: X. dendrorhous CECT 1690 (tambidn denominada .11'.. 
ATCC24202 6 CBS 5905) . Carriles 4-6: X. dendrorhous CECT 

25 11028 (tambien denominada ATCC 24203 6 CBS5908) . Carriles 
7-9: X. dendrorhous CBS 6938. Carriles 10-12: X. 
dendrorhous ATCC 24229. Carriles 13-15: X. dendrorhous Y- 
989. Carriles 16-18: X. dendrorhous Y-2240. Carriles 19-21: 
X. dendrorhous Y-2410. Carriles 22-24: X. dendrorhous Y- 

30 247 6. Carril 25: Marcador de peso molecular de ADN cuyas 
bandas poseen los siguientes tamanos expresados en pares de 
bases: 23.130, 9.416, 6.557, 4.361, 2.322 y 2.027. 
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Figura 3. Fotografia de un gel de agarosa en el que se 
muestra el ADN total de X. dendrorhous Y-2410 tratado con 
distintas enzimas modif icadoras de acidos nucleicos. Carril 
2: Marcador de peso molecular de ADN cuyas bandas poseen 
5 los siguientes tamafios expresados en pares de bases: 
23.130, 9.416, 6.557, 4.361, 2.322, 2.027, 1.353 y 1.078. 
Carril 2: ADN control sin tratamiento. Carril 3: 
Tratamiento con RNasa A en 2x SSC. Carril 4: Tratamiento 
con RNasa A en lx SSC. Carril 5: Tratamiento con RNasa A en 
10 0,02x SSC. Carril 6: Tratamiento con RNasa A en O.Olx SSC. 

Carril 7: Tratamiento con RNasa H. Carril 8: Tratamiento #:# 
con nucleasa SI. Carril 9: Tratamiento con DNasa I. Carril : . # 
10: Digestion con la endonucleasa de restriccion BamHI. 

15 Figura 4. Izquierda : gel de agarosa de las cepas X. ^ ^ ## 

• • • 

dendrorhous CBS 6938 (carril 1) y X. dendrorhous Y-2410 
(carril 2) . Centro: segunda dimension de la electrof oresis :- » a 
del carril 1* correspondiente a X. dendrorhous CBS 6938. 
Derecha: segunda dimension de la electrof oresis del carril 

• • 

20 2 correspondiente a X. dendrorhous Y-2410. 

• • * 

• • • 

Figura 5. Fotografia de un gel de agarosa en la que se 

• •« 

muestra el ADN de una serie de cepas de X. dendrorhous 

• • 

amplificado mediante la tecnica RAPD (randomly amplified 
25 polymorphic DNA) . Carriles 1 y 12: Marcador de peso 
molecular de ADN cuyas bandas poseen los siguientes tamafios 
expresados en pares de bases: 1.353, 1.078, 872, 603 y 300. 
Carril 2\ X. dendrorhous CECT 1690 (tambi<§n denominada 
ATCC24202 6 CBS 5905) . Carril 3: X. dendrorhous CECT 11028 
30 (tambien denominada ATCC 24203 6 CBS5908). Carril 4: X. 
dendrorhous CBS 6938. Carril 5: X. dendrorhous ATCC 24229. 
Carril 6: X. dendrorhous Y-989. Carril 7: X. dendrorhous Y- 
2240. Carril 8 : X. dendrorhous Y-2259. Carril 9: X. 



• 



10 



- 38 - 

dendrorhous Y-2279. Carril 10: X. dendrorhous Y-2410. 
Carril 11: X. dendrorhous Y-247 6. 

Figura 6. Produccion de astaxantina (ordenadas) mediante 
fermentacion en matraz de la cepa X. dendrorhous Y-2476, 
adicionando al medio de f ermentacion los siguientes 
compuestos: duroquinona -D-, retinal -R-, cicidos 
trisporicos -AT- o glutamato -GT-. La produccion se expresa 
en porcentaje respecto de la condicion estandar -P- (100%) . 



Figura 7. Produccion especifica de astaxantina de X. 
dendrorhous Y-2410 en 7 medios. de cultivo diferentes 
disenados mediante el programa GALOP, el cual esta basado 
en algoritmos geneticos. Los medios de cultivo denominados 
15 P, 1, 2, 3, 4, 5 y 6 se muestran en el eje de abscisas. En 
el eje de ordenadas se muestran los valores de produccion 
especifica expresados en ppm (jxg/g) . 



• 

• • • 
• 



* ♦ 



Figura 8. Produccion de astaxantina mediante f ermentacion 

•••• 

20 en matraz de la cepa X. dendrorhous Y-2476, (A) Iluminando u • 
el cultivo con diferentes tipos de luz: Oscuridad -0-, 
blanca -B- f azul -A-, verde -V-, amarilla -AM- y ultra- 
violeta -UV-; (B) Iluminando el cultivo con diferentes ci- p'j 
clos de luz blanca o ultravioleta: Blanca permanent e -BP-; 

25 UVA permanent e -UVAP-; Blanca 24 horas -B24h-; UVA24h-; 
Blanca 12 horas -B12h-; UVA 12h; UVA6h. La produccion se 
expresa en porcentaje respecto de la condicion estandar 
(100%) . 

30 Figura 9. Evolucion de la produccion de astaxantina durante 
la f ermentacion de la cepa X. dendrorhous Y-24 7 6 en 
fermentador de 10 litros. Ordenadas (izquierda) : PCV (%)■, 
D02(%) — y glucosa (g/1) Ordenadas (derecha) : 
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astaxantina HPLC (mg/1) carotenoides (mg/1) A r Abcisas: 

tiempo en horas. 



10 



15 
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REIVINDICACIONES 



1. - Procedimiento de produccion de astaxantina por 
f ermentacion caracterizado por cultivar las cepas de X. 
dendrorhous que aparecen en el esquema 2 de la descripcion 
o sus mutantes o derivados trans formados capaces de 
producir en matraz al menos 4,000 ppm de astaxantina a los 
6-7 dias de fermentacion. 

2 . - Procedimiento de fermentacion de acuerdo con la 
reivindicacion 1, caracterizado porque en fermentacion in- 
dustrial se alcanza un nivel de produccion de al menos 
5.000 ppm de astaxantina a los 7-9 dias de fermentacion. 

3. - Procedimiento de fermentacion de acuerdo con las 
reivindicaciones 1 y 2, caracterizado por adicionar 
duroquinona durante el proceso de fermentacion. • 



5. - Procedimiento de fermentacion de acuerdo con las 
25 reivindicaciones 1 y 2, caracterizado por adicionar retinal 

durante el proceso de fermentacion. 

6. - Procedimiento de fermentacion de acuerdo con la 
reivindicaci6n 5, donde el retinal se adiciona a una 

30 concentracion 35 jxM. 



20 4.- Procedimiento de fermentacion de acuerdo con la *••••* 
reivindicacion 3, caracterizado porque la duroquinona se 
adiciona a una concentracion 25-50 |LiM. 



• • • 

• • • 



♦ » 



7 . - Procedimiento de fermentacion de acuerdo con las 
reivindicaciones 1 y 2, caracterizado por adicionar acidos 
trisporicos durante el proceso de fermentacion. 
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8. - Procedimiento de f ermentacion de acuerdo con la 
reivindicacion 7, caracterizado porque los acidos trispo- 
ricos se adicionan a una concentracion de 50-100 jig/ml. 

5 

9. - Procedimiento de f ermentacion de acuerdo con las 
reivindicaciones 1 y 2, caracterizado por adicionar gluta- 
mato durante el proceso de f ermentaci6n. 

10 10.- Procedimiento de f ermentacion de acuerdo con la 
reivindicacion 9, caracterizado porque el glutamato se 
adiciona a una concentraci6n de 5,5 mg/ml. 

11.- Procedimiento de f ermentacion de acuerdo con las 
15 reivindicaciones 1 y 2, caracterizado por utilizar para el 
proceso de fermentacidn el medio 5 descrito en la tabla I 
de la descripcion. 



30 



14. - Procedimiento de f ermentacion de acuerdo con la 
reivindicacion 13, caracterizado porque la fuente de ilumi- 
nacion utilizada es de luz blanca. 

15. - Procedimiento de f ermentacion de acuerdo con la 
reivindicacion 13, caracterizado porque la fuente de ilumi- 
nacion utilizada es de luz ultravioleta . 



• • a 

• • • 



12.- Procedimiento de f ermentacion de acuerdo con la 

» « 

20 reivindicacion 11, caracterizado por producir en matraz 
4.4 90 ppm de astaxantina a los de 6-7 dias de f ermentacion . 



• 



13.- Procedimiento de f ermentacion de acuerdo con las m m 
reivindicaciones 1 a 12, caracterizado por iluminar el cal- 
25 do de f ermentacion durante el proceso de f ermentacion. 



« * 
••••• 
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16. - Procedimiento de fermentacion de acuerdo con la 
reivindicaciones 13 a 15, caracterizado por iluminar desde 
el inicio hasta el fin de la fermentacion, pref erentemente 
entre las 40 y 200 horas. 

17 . - Procedimiento de fermentacion de acuerdo con la 
reivindicacion 16, caracterizado por utilizar ciclos de 6 
horas de iluminacion / oscuridad. 



10 18.- Procedimiento de fermentacion de acuerdo con # :. 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, caracterizado 
por: 

(a) Sembrar inoculos de X. dendrorhous . 

(b) Cultivar los inoculos de X. dendrorhous durante 4 8 ; # • 
15 horas a 20°C. 

(c) Sembrar fases de cultivo primario de X. dendrorhous • 
con alrededor del 0,4% (v/v) de la fase de inoculo. 

(d) Cultivar las fases primarias de X. dendrorhous 
durante 48-54 horas a 17-20°C. 

20 (e) Sembrar cada fermentador con el 20% (v/v) de las 

fases primarias de X. dendrorhous. 

• • • 

(f) Incubar la fermentacion durante 60-72 horas a 18- 
20°C y los 5-7 dias restantes a 17°C. 



25 19.- Procedimiento de fermentacion de acuerdo con la 
reivindicacion 18, caracterizado por producir al menos 425 
mg/1 de astaxantina a los 7-9 dias. 

20.- Procedimiento de fermentaci6n de acuerdo con las 
30 reivindicaciones 18 y 19, caracterizado por producir 
concentraciones de biomasa de al menos 50 gramos de peso 
seco de c§lulas por litro de caldo de fermentacion. 



10 



15 
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21. - Procedimiento de fermentacion de acuerdo con la rei- 
vindicacion 20, caracterizado por producir concentraciones 
de biomasa de al menos 80 gramos de peso seco de celulas 
por litro de caldo de f ermentaci6n. 

22. - Procedimiento de fermentacion de acuerdo con las rei- 
vindicaciones 18 a 21, caracterizado por producir al menos 
5.000 ug de astaxantina por gramo de peso seco de celulas a 
los 7-9 dias de fermentacion. 

23. - Biomasa de X. dendrorhous con valor nutritivo y 
pigmentante, obtenible por el proceso de fermentacion 
descrito en las reivindicaciones 1 a 22, para su uso en 
alimentacion humana y animal. 



24.- Biomasa de acuerdo con la reivindicaci6n 23, 
caracterizada por contener: 

a) Una concentraci6n de al menos 5.000 ug/g astaxantina; 

b) Una concentraci6n de al menos 7.400 ug/g de carote- 
20 noides totales; 

c) Una concentracion de al menos el 15% de proteinas y 

d) Una concentracion de al menos el 15% de hidratos de 
carbono . 

25 25.- Compuestos para alimentacion animal que consistan en o 
contengan la biomasa de las reivindicaciones 23 y 24. 

2 6.- Compuestos para alimentaci6n humana que consistan en o 
contengan la biomasa de las reivindicaciones 23 y 24. 

30 



« • 
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